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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gesteitt 

(g) HPLC-Sauie zur Untersuchung der Melaninaffinitat vonSubstanzen 

(§) Die Bindung von Substanzen an Melanin ist in biologi- 
schen Systemen fur eine Vielzahl pathophysiologischer 
Oder toxischer Effekte verantwortlich. Hieraus resultiert 
die Frage nach Moglichkeiten, Melaninaffinltaten von 
Wirkstoffen (z. B. Medikamenten) zu prufen und gebunde- 
ne schadliche Substanzen aus ihrer Melaninbindung zu 
verdrangen. Die Melaninbindung wurde bislang mittels 
Aniagerung radioaktiver Liganden und Radioaktivitats- 
messung des Ligand-Melaninkomplexes analysiert. 
Der Vorteil einer affinitatschromatographischen Analyse 
des Bindungsverhaltens beruht auf der Verwendung von 
nicht radioaktiven Substanzen, die u. a. keine Strahlungs- 
gefahrdung aufweisen. Zur Charakterisierung des Bin- 
dungsverhaltens einer Substanz an Melanin werden defi- 
nierte Mengen der Substanz auf die Saule aufgetragen 
I und die zugehorigen Retentlonen bei isokratischer Eluti- 
I on ermittelt. Diese Retentionen charakterisieren die Affi- 
I nitat der Substanz. Die Analyse von Wechsetwirkungen 
verschiedener Stoffe in ihrer Melaninbindung eriaubt es, 
Substanzen zu identifizieren, die andere Stoffe aus ihrer 
unerwunschten Melaninbindung verdrangen. 
Prufung der Affinitat von Substanzen zu Melanin und ih- 
rer gegenseitigen Verdrangung aus der Melaninbindung. 
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Beschreibung 

Melanine sind Biopolymere von teilweise variabler kovalenter Struktur. Ihre einzelnen Schichlen bauen sich aus Pyr- 
roLringen mil phenolischen OH-Gruppen, chinoiden Gruppen und Carboxylfunklionen auf. Nach dem Schwefelgehalt 
5 werden sie in die schwefelfreien schwarzen Eumelanine und die schwefelhaltigen gelben bis rotbraunen Phaoinelanine 
eingeteilt. Die haufigsle Vorstufe beider Melaninarlen isi L-DOPA, das nach Oxidation und nachfolgender Zyklisierung 
zu Eumelanin polymerisiert. Die Bildung von Phaomelaninen beruht auf dem Einbau schwefelhal tiger Gruppen, haupt- 
sachlich von L-Cystein oder Glutathion, in das polymerisierende Melanin (Prota 1995). 

Die Bindung von Subsianzen an Melanin ist in biologischen Systemen tiir eine Vielzahl pathophysiologischer oder to- 
10 xischer Effekte verantwonlich. Besondere Bedeuiung erhali beispielsweise die Melaninaffiniiai' von Wirkstoffen bei 
Langzeitbehandlung mit Neuroleptika, karzinogenen Subsianzen oder Antimalariamittein (Larsson 1993). 

So ist z. B. das Retina-schadigende Malariamittel Chloroquin nocli ein Jahr nach einmaliger i. v. Injektion in erhebli- 
chen Kon/entrationen in der Retina pigmentierter Tiere nachweisbar (T.indquist 1973), so daB sich seine Retina-toxi- 
schen Effekte durch die Akkuniulation im Relinainelanin und die andauemde, wenn auch geringe Freisetzung aus diesem 
15 Speicher erklaren lassen. 

Hieraus ergibt sich unmittelbar die Frage nach Moglichkeiten, die Melaninaffinitat von Wirkstoffen zu priifcn und ge- 
bundene schadliche Subsianzen wieder aus ihrer Melanin bindung zu verdrangen. 

Ein wesentliches Problem bei der Uniersuchung der Melaninaffinitat verschiedener Subsianzen liegt in der Tatsache, 
daB (1) Eumelanine in Wasser und organischen Losungsinitteln unloslich sind, (2) speklroskopische Uniersuchungen 
20 aufgrund der starken Eigenab sorption von Melanin nicht durchfuhrbar sind und (3) Melanine durch ihre variable kova- 
lente Struktur eine deuiliche Helerogenitat des Moleku large wichtes aufweisen. 

Aufgrund dieser Einschrankungen w^urde bislang die Melaninbindung von Wirkstoffen, vor allem von Medikamenten 
und Giften, mittels radioaktiv markierter Liganden mit nachfolgender Radioaktivitatsmessung durchgefuhrt. 

Die in Paten tanspruch 1 angegebene Erfindung umgeht das grundsatzliche Problem der Vergleichbarkeit radioaktiv 
25 markierter und nicht markierter Subsianzen. Der Vorteil einer affinitatschromatographischen Analyse des Bindungsver- 
hallens beruhl auf der Verwendung von "naLiven", nicht radioaktiv inarkierlen SubsUinzen. Das Problem der Radiolyse 
cntfjait. Auch ist jcglichcs Su-ahlcnrisiko infolgc cincs Umgangs mit radioaktivcn Stoffcn ausgcschlosscn. 

Dariiberhinaus ist die radioaktive Markierung mit einem erheblichen, d. h. teuren Syntheseaufwand verbunden. Native 
Subsianzen sind desw^egen sehr viel billiger als entsprechende radioaktiv markierte StoflFe, v/as eine gewerbliche Ver- 
30 wendung der zu palentierenden Erfindung fordert. 

In der Literatur wurde bereits eine Synthesemethode fur ein Affinitatsgel (Saulenmaterial), ausgehend von kauflich er- 
haltlichem L-DOPA-Melanin, beschrieben (Ibrahim und Aubry 1995). Eigene Experimente zeigten, daB diese Methode 
jedoch in vielen Schritten nicht reproduzierbar ist. Beispielsweise beschreiben Ibrahim und Aubry (1995) die Losung 
von getrocknetem L-DOPA-Melanin in Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 50 mg/ml. Die Losung ist 
35 nicht nachvollziehbar und widerspricht jeglicher Literatur, beispielsweise Prota (1988). Aufgrund dieser unbefriedigen- 
den Situation wurde eine grundlegend veranderte Synthesemethode entwickelt. Der Gesichtspunkt der Kostenreduktion 
wurde auch hier im Hinbhck auf eine kunflige gewerbliche Anwendung berucksichtigt. 

Die dieser Patentanmeldung zugrunde liegende Synthesevorschriften fur die Herstellung von Melaninen (Eumelanin 
und Phaomelanin) und die kovalente Kopplung der Melanine an Kieselgel (als Saulenmaterial) sind folgende: 

40 

Herstellung von Eumelanin 

L-DOPA (1 g, 5.07 mmol) wird in 400 ml eines 100 mM Kaliumphosphatpuffers (pH 8.0) gelost und eine Woche bei 
Raumtemperatur und normalem Tageshcht stehen gelassen. Die Autooxidation fiihrt hierbei zu koUoidal gelostem syn- 

45 thetischem Eumelanin. Im Gegensatz zu der Synthesevorschrift von Ibrahim und Aubry (1995), die von getrocknetem, 
kommerziell erhaltlichem L-DOPA-Melanin ausgeht, liegt bei unserem Verfahren kolloidal gelostes Eumelanin vor. Die- 
ses zeichnet sich durch eine relativ konstante TeilchengroBe von etwa 10 nm Durchmesser aus (Zajac el al, 1994); die 
Suspension von getrocknetem, unloslichem L-DOPA-Melanin liefert keine auch nur annahemd homogene Partikelgr'oBe, 
sondem wesenthch groBere Teilchen (» 10 nm 0). Die entscheidenden Vorteile der Homogenitat relativ kleiner Teil- 

50 Chen um 10 nm sind (1) die stabilere Kopplung infolge von zahlreicheren Bindungsarmen pro Kopplungspartner (Kie- 
selgel und Melanin) im Vergleich zu einem viel groBeren Melanin-Partikel als Kopplungspartner und (2) die dadurch be- 
dingte Homogenitat des Saulenmaterials selbst. Diese Homogenitat des Saulenmaterials entscheidet uber die Qualitat ei- 
ner Chromaiographiesaule. 

55 Herstellung von Phaomelanin 

Zur Synthese von Phaomelanin werden aquimolare Mengen von L-DOPA (1 g, 5.07 mmol) und L-Cystein (1.54 g, 
5.07 mmol) in 400 ml eines 100 mM Kahumphosphatpuffers (pll 1 1.0) gelost und eine Woche bei Raumtemperatur und 
normalem Tageslicht stehen gelassen. Die Autooxidation fuhrt hierbei zu gelostem synthelischem Phaomelanin. (Phao- 
60 melanine unterscheiden sich von Eumelaninen durch ihre Wasserloslichkeit, Prota 1995.) 

Kopplung der Melanine an Kieselgel 

Die kovalente Kopplung des kolloidal geioslen Eumelanins und des gelosten Phaomelanins erfolgt durch Ausbildung 
65 von Peptidbindungen zwischen den Carboxylatgruppen der Melanine und den Aminofunktionen des als TVagermaterial 
dienenden Aminopropylkieselgels (APS, Polygosil 60-10 NH2 der Firma Macherey-Nagel). Diese Peptidbindungen wer- 
den unter Verwendung von l-Ethyl-3-(3-dimelhylaminopropyl)carbodiimid Methiodid (EDC), einem in der Peplidsyn- 
ihese gebrauchlichen und kostengunstigen Reagenz, gebildet. 
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Zur Kopplung des Euinelanins werden 60 ml der kolloidalen Losung (entsprechend 150 mg Eumelanin) mit 300 ml 
Wasser versetzt; nach Zugabe von 3 g APS werden 75 mg EDC zugesetzt. Der Ansatz wird unter LichtausschluB flir 18 h 
geschiittelt. Die erfolgreiche Kopplung erkennt man dadurch, daC sich der Uberstand entfarbt. 

Zur Kopplung des Phaomelanins werden 60 ml der Losung (entsprechend 150 mg Phaomelanin) mit 1 M HCI auf pH 
8,0 gebracht und mit Wasser auf 300 ml verdunnt. Das weitere Verfahren entspricht der o.a. Vorschrift fiir Eumelanin. 5 

Aufarbeitung der Saulenmateri alien 

Nach Sedimentierung wird das entstandene Gel (etwa 3 g) mehrfach mit einem Gemisch (ca. 50 ml) aus 100 mM Ka- 
liumphosphatpuffer (pH 7.0) und 10% n-Propanol (v/v) aufgeschlammt. AnschlieBend wird das Gel dreimal mil je 50 ml lo 
DMSOAVasser (1 : 1), sechsmal mit je 50 ml Wasser und sechsmal mit je 50 ml Methanol gespult. 

Das fertige Saulenmaterial wird in 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7.0) und 10% n-Propanol (v/v) bei 4*^C gela- 
gert. 

Zum Packen der Saule wird das Saulenmaterial in Eluent (100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7.0) und 10% n-Pro- 
panol (v/v)) aufgeschlammt und durch einen EinfuUstutzen mit einer FluBrate von 4 ml/min in die Saule gepreBt. Fig. 1 15 
zeigt die Saule und den EinfuUstutzen im MaBstab 1:1. 

Einsatz der Saule zur Charakterisierung der Melaninaffinitat verschiedener Stoffe 

Am Beispiel der gepruften Eumelaninaffinitaten des Neuroleptikums Haloperidol und des Antidepressivums Desipra- 20 
min soil der Ciebrauch der zum Patent angemeldeten Saule beschrieben werden: 

2 ml einer aquimolaren Losung von Haloperidol und Natriummaleat oder Desiprainin und Natriummaleat im Eluenten 
werden auf die Saule aufgetragen. Die Konzentrationsbereiche der Substanzen reichen von 5 bis 80 pM, entsprechend ei- 
ner auf die Saule aufgetragenen Teilchenzahl Nq von 10 bis 160 nmol. Bei isokratischer Elution (FluBrate 2 ml/min) wird 
der Beginn der Wanderungsfront (Retention) der Substanzen ermittelt. In Abwandlung der bisher in der Literatur (Ibra- 25 
him und Aubry 1995; Radwanska eL al. 1995) beschriebenen Methode wird durch den Einsatz von Natriummaleat das 
Lccrvolumcn der Saule in jcdcm Lauf bcstimmt, so daB die fur die Charakterisierung der Bindung notwcndigc Retention 
auf der Saule fiir jede Konzentration von Haloperidol oder Desipramin durch Vergleich mit dem jeweiligen Leervolumen 
exakt bekannt ist. 

Aus den ermittellen Retentionen wird jeweils eine Bindungskurve erstellt. Hierbei beschreibt V das Retention svolu- 30 
men der untersuchten Substanz Haloperidol oder Desipramin (Produkt aus FluBrate und Retentionszeit); Vq ist das aus 
der Retention von Natriummaleat berechnete Leervolumen der Saule. Die Differenzen V-Vq werden gegen die Teilchen- 
zahl von Haloperidol oder Desipramin auf der Saule als Datenpunkte aufgetragen. An diese MeBpunkte wird in einem 
deskriptiven Ansatz die Funktion D + l/(No^) niittels nichtlinearer Regressionsanalyse angepaBt. Die zu schatzenden Pa- 
rameter der entstehenden Kurven sind c und D; sie charakterisieren die Affinitat von Haloperidol oder Desipramin zu 35 
Melanin (Fig. 2). 

Der Vergleich der Parameter CHaiopei idol und DRaioperidoi ndt CDesipramin und Doesipi-aniin laBt aufgrund der sich nicht uber- 
lappenden 95%-Konfidenzintervalle (CI95) der Schatzer klar erkennen, daB die Eumelaninaffinitaten der untersuchten 
Substanzen unterschiediich sind. 



Einsatz der Saule zur Charakterisierung der Wechselwirkungen mehrerer Stoffe mit Melanin 
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Am Beispiel der Melanin-Bindung des Antidepressivums Desipramin in Gegen wart des Neuroleptikums Haloperidol 
soli die Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen diesen beiden Substanzen beschrieben werden: 
Zur Charakterisierung der Wechselwirkung wird die Affinitatssaule mit einer Haloperidollosung einer definierten Kon- 45 
zentration im Eluenten (z. B. 1 pM) aquilibriert. Dann werden 2 ml einer aquimolaren Losung von Desipramin und Na- 
triummaleat im Eluenten auf die Saule aufgetragen. Die Konzentrationsbereiche beider Substanzen reichen von 5 bis 
80 jiM, entsprechend einer auf die Saule aufgetragenen Teilchenzahl Nq von jeweils 10 bis 160 nmol. Bei isokratischer 
Elution in Gegenwart von Haloperidol (1 |iM, FluBrate 2 ml/min) werden die Retentionszeiten von Natriummaleat und 
Desipramin ermittelt. 50 

Aus den ermittelten Retentionen wird eine Bindungskurve von Desipramin in Gegenwart von Haloperidol erstellt. 
Durch Vergleich der zu schatzenden Parameter c und D in Abwesenheit (vgl. Fig, 2) und Gegenwart von Haloperidol las- 
sen sich Ruckschiusse auf die Veranderung des Bindungsverhaltens von Desipramin durch Haloperidol und somit auf die 
Wechselwirkungen zwischen Desipramin und Haloperidol bei der Melanin-Bindung ziehen (Fig. 3; beachte die unter- 
schiedliche Skalierung der Ordinate in Fig. 2 und 3). 55 

Im folgenden sind die Bindungsparameter zu Fig. 2 und 3 aufgefiihrt: 



60 
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Bindungsparameier fiir Halojjeridol an Melanin 

Parameter Schatzer approximativer 95%-Konfidenzintervall 

Standardfehler (CI95) 

c 0.274 0.004 [0.264, 0.2€i2] 

D -51.587 8.245 [-69.212, -33.539] 

Bindungsparameter fiir Desipraiiiin an Melanin 

15 

Parameter Schatzer approximativer 95%-Konfiden2intervall 

Standardfehler (CI95) 

c 0.172 0.002 [0.168.0,176] 

D -9.739 0.601 [-1 1 .040, -8.41 8] 

25 

Bindungsparameter fiir Dcsipramin an Melanin untcr 1 ^M Halopcridol 

Parameter Schatzer approximativer 95%-Konfidenzintervall 

30 Standardfehler (CI95) 

c 0.147 0.002 [0.142,0.152] 



35 

D -5.870 0.525 [-7.002,-4.711] 
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Patentanspriiche 

55 1 . Hochdruck-Hiissig-Chromatographie (HPLC)-Affinitatssaule zur Untersuchung der Affinitat von Substanzen zu 

Melanin, dadurch gekennzeichnet, dalS die stationare Phase (Saulenmaterial) aus mit Kieselgel kovalent verkniipf- 
tem Eumelanin oder Phaomelanin besteht. Das verwendete Eumelanin wird in vitro aus L-Dihydroxyphenylalanin 
(L-DOPA) synthetisiert; Phaomelanin wird in vitro aus L-DOPA und Cystein synthetisiert. Die chemische Verkniip- 
fungsmethode erlaubt auch den Einsatz von Melaninen biologischen Ursprungs, wie z. B. dem Melanin der Netz- 

60 haut des Auges. 

Zur Charakterisierung des Bindungsverhaltens (entsprechend der Affinitat) einer bestimmten Substanz an Melanin 
werden definierte Mengen der Substanz auf die Saule aufgetragen und die zugehorigen Retentionen bei isokrati- 
scher Elution ermittelt. Diese Retentionen hangen von den aufgetragenen Mengen ab und charakterisieren die Affi- 
nitat der Substanz. Das Eigenvolumen der Saule wird durch Auftragen von nicht-melaninaffiaem Natriummaleat 
65 bei jedeni Lauf bestimmt. 

Die Priifung der Affinitat von Substanzen zu Melanin ist deswegen wichtig, weil Wirkstoffe in biologischen Syste- 
men (z. B. Medikamente) durch ihre Bindung an Melanin ihre gewunschte Wirkung verlieren konnen. Hierdurch 
konnen sich auch Wrkungen verandem, so dafi neuartige, unerwunschte Nebenwirkungen entstehen. 
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2 Hochdruck-Russig-Chromatographie (HPLC)-Affinitatssaule nach Patentanspruch 1, zur Untersuchune der 
Wechselwirkung mehrcrer Wirkstoffe mit Melanin, dadurch gekennzeiclinet, da6 die Bindung des an Melanin an- 
gdagcrten Wirksloffs A durch den Wirkstoff B beeinflul3t wird. Dazu werden nach Aquilibrierung der Saule mit 
w"'^!''^1>t^'?"'T Mengen des Wirkstoffs B auf die Saule aufgetragen und die zugehorigen Retentionen des 
Wirkstoffs B bei isokratischer Elution ermittelt, wobei der Eluent nach wie vor Wirkstoff A in konstanter Konzen- 
tration enthalt. Die Retentionen des Wirkstoffs B hangen von den aufgetragenen Mengen ab und charakterisieren 
die Athnitat des Wirkstoffs B zu Melanin in Gegenwart von Wirkstoff A. 

Die Prufung der Wechselwirkungen mehrerer Wirkstoffe mit Melanin'ist deswegen wichtig, well sich die ee- 
wunschten Wirkungen oder die unerwunschten Nebenwirkungen eines Stotfs (z. B. eines Medikaments) durch 
seine Wechselwirkungen mit anderen Sioffen und Melanin verandem konnen. 

Hierzu 3 Seite(n) 2feichnungen 
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